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Berbagai metode secara molekuler untuk mendeteksi jenis bakteri ini telah pula berkembang
iH71V"rJ et al.,2OO3; Sarjito, 2O1O).ldentifikasi secara molekuler mengunakan 165 rDNA PCR
ielifr Oiaptit<asikan untuI agensia penyebab vibriosis pada kerapu bebek (Cromileptes altivelis)
(Sarjito et al., 2OO7), ikan k"rrpu (Sarjito et al., 2009) dan tiger shrimp (Penaeus monodon)
iSrr,ito et a;.,2012). Oleh karena itu, menarik untuk dikaji bakteriyang berassosiasidengan 
lele
sakii secara molekuler. Pada penelitian ini akan dilaporkan bakteri yang merupakan agensia
penyebab penyakit lele yang berasal dari sentral produksi Kabupaten Demak, berdasarkan
'puOZ lO S iONn pCR dan sensitivitasnya terhadap beberapa obat-obatan yang beredar.
Bahan dan Metode
Tempat dan waktu Penelitian
Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah eksploratif konfirmatori (Nazir, 1999)'
Sepututr it4it"tJ.rkit diperoleh dari kolam pembesaran dari^Kabupaten Demak lkan sampel
dipilih secara selektif berdasarkan Kamiso ",t 
ut. (1994) dan Sarjito et at. (2013o). Sedangkan
ikan lele uji berukuran 7-8 cm diperoleh darr unit pembenihan rakyat di Kabupaten 
semarang'
lsolasi dan purifikasi bakteri dilakukan dengan metode strea.k pada media NA (merk) 
dan GSP
(Brock & Madigan, 1991; Sarjito et a1.,2507; Sarjito et al.,2O13b) di Laboratorium Terpadu
Universitas Diponegoro. Tujuh'belas isolat murni (D01-D 16)diperoleh dari ginjal, hatidan luka
ikan sampel, kemudian disimpan pada media Nutrien Agar Trisalt (NA, Merck) miring'
Uji postutatkoch dilakukan untuk mengetahui agensia penyebab 
penyakit bakteri pada lele sakit
dari Kabupaten Demak. Hasil uji postilat koch*mendasari pemilihan isolat untuk 
uji selanjutnya
dikarakterisasi secara molekuler dan uji sentivitas terhadap obat-obatan 
yang beredar' Ekstrasi
DNA dan amplifikasi DNA untuk pci oitat<sanakan di Laboratorium Kelautan Terpadu FPIK
Universitas Diponegoro, sedangkan sekuensing DNA dikirimkan ke Macrogen 
Korea Selatan'
Metode
Uii postulat koch . -^tt, , ,-:..^-^:+^^ n.i'iTp"tt"lrt k""t dilakukan di laboratorium Budidaya Perairan, FPIK, Universitas Diponegoro'
Semua isolat dikuttui paOa media cair zobelt (Sarjito, 2O1O). Penyuntikan isolat 
pada ikan uji
dilakukan secara intraperitoneal dengan Oosis O,t mL dan keiadatan bakteri 1Os Cotony
iirming Unit (CFU)lml. Sebetum penyuntikan ikan uji diaklimatisasi selama satu minggu,
kemudian dianastesi menggunakan minyak cengkeh dengan dosis 1 mLl20 L air' Pengamatan
gejala klinis dan t<ematiariikan dilakukan setia[ 6 jam, selama 96 jam pasca infeksi' Saat uji
piiiitrtkoch ditakukan pertantian air sebanyakts6to pada pagi hari setelah pemberian pakan'
Kualitas air selama ui postitat koch adalah layak untuk budidaya lele yaitu temperatur berkisar
antara 26-28'C, pn i-l,S; amoniak 0,15-0,25 mg/L dan oksigen terlarut sebesar 3-5 mg/L'
Ekstraksi dan amPlifikasi DNA
Untuk analisis eCR,]t,1R g-enom dari isolat D2, D7 dan D12 dlekstraksi dari sel 
dengan cara
mengambil sel bakteri iai ptate agar, disuspensi dalam air dengan mengacu pada metode
Ausubet ef a/. (1995tVrng airoOifiklsi oleh Radjasa et at. (2007). PCR dilakukan dengan 
DNA
thermal cycler (Mini'cycleiTM, MJ Research tnc, Watertown, MA, USA) adalah sebagai 
berikut:
2 uL template DNA,40 pmol primer, 125;rmol deoxyribonucleoside triphosphate, 5 prl 10x
AJd-r#il il a o,un", lbigma, German"y), 1,2 mg mL-' (konsentrasi akhir\ bovine serum
albumin (Sigma) orn o,)s"u,nit' n"aruq'M'oNn potymerase (Sigma) diatur konsentrasi 
akhir
hingga volume 50 pL dengan air steril (sigma). PCR menggunakan metode Radjasa 
ef a/'
(2007) yang telah dimooifi[asi sebagai beri"kut: denaturasi awal paoas+ 
oC selama 2 menit'
kemudian 30 siktus ;;;;i;;;i (% "6 selama 2 menit), anneating (45 "C selama. 2 menit) dan
"f..i"..i tZZ-oC 
selama 2 menit), serta ekstensiterakhir pada72 
oC selama 3 menit'
Hasilamplifit.u,iecn@blD2,D7danD,12dipurifikasi.Kemudiananalisis
sekuensing dilakukan i"ngrn metode dari Brinkhoff & Muyzer (1997) dan Radjasa et al' 
(2007)'
iH;l:-;";"iro,ui,' rc*;il];; ;,ounJrgxun homorosinya dengan sekuen DNA pada DNA
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Tabel 2. Homologi isolat bakteri agensia penyeba penyakit bakteri pada ikan lele dengan
bakteri dari database gen bank.








Hasil uji sensitivitas terhadap ketiga agensia penyebab penyakit bakteri D2, D7 dan D7
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Pembahasan
Gejala klinis yang terlihat pada ikan sampel adalah lendir yang berlebihan, luka dibagian
kepala, berenang menyendiri, hemorrhagic, luka kemerahan/borok (u/cer) pada permukaan
\ubuh, sungu\ kemerahan, peru\ membesar, s\r\p grip\s yang d\sertai \uka kemerahan pada s\rip
dada, sirip punggung, sirip ekor, serta hati dan ginjal berwarna pucat. Gejala klinis yang sama
pernah dilaporkan oleh Kamiso et al. (1994) serta Red & Davar (2010) pada ikan lele yang
terserang penyakit bakteri. Ditemukan kemirrpan gejala klinis antara ikan sampel dan ikan uji,
antara lain: luka kemerahan pada tubuh, boroklulcer, geripis, kemerahan di sirip dan ujung
antenula memerah, tubuh menjadi lebih gelap dan ikan cenderung berenang secara tidak
beraturan.
Perbandingan hasil sekuen gen 165 rDNA dari ketiga isolat (D2, D7 dan D12) dengan sekuen
dari gen bank menunjukkan bahwa strain ini mempunyai kekerabatan dekat dengan
Pleisomonas sp. (87%), isolat D7 dengan A. caviae (96%) dan isolat JT 20 dengan A. sobria
(97%).Tabel2. juga menunjukkan pula bahwa ketiga isolat tersebut memiliki tingkat homologi
yang cukup tinggi dengan kisaran 87-97%. lsolat yang mempunyai persamaan sekuen 165
rDNA lebih dari 97o/o dapat mewakili spesies yang sama, sedangkan persamaan sekuen antara
93-97o/o dapat mewakili identitas bakteri pada tingkat genus tetapi berbeda spesies. Oleh
karena itu, agensia penyebab bakteri tersebut teridentifikasi secara molekuler memenuhi kaidah
pada level genus, akan tetapi beda spesies.
Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa agensia penyakit bakteri pada ikan lele dari
Kabupaten Demak adalah Pleisomonas sp. (D2), A. caviae (D7) dan A. sobria (D12).
Pleisomonas sp. masih merupakan anggota dari vibrionacea, telah berhasil diisolasi dari ikan
air tawar dan kerang-kerangan (Austin & Austin,2007; Austin,201'1). Genus aeromonas
menyerang ikan lele (Kamiso et al., 1994; Sukenda et a\.,2008); ikan mas (Tambunan e/ a/.,
2011) dan mengakibatkan kematian organisme budidaya tersebut (Smith, 2006). Penyakit yang
diakibatkan oleh infeksi bakteri patogen ini dapat menyebabkan kematian ikan secara massal
(Austin & Austin, 2007). A. caviae merupakan salah satu bakteri patogen penyebab motite
aeromonas septicemia pada ikan lele (Austin & Austin, 2007) dan telah menginfeksi nila dan
ikan mas (Niedziela et a\.,2002). Sedangkan A. sobria menginfeksi ikan marble goby (Manin et
a1.,2010) dan ornamental fi'sh (Sreedharan et a1.,2013) dan lele (Sarjito et al.,2Ot3b). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ketiga agensia ini mengakibatkan kematian sebanyak 10%,
2Oo/o dan 30%. Bakteri genus aeromona,s juga pernah dilaporkan mengakibatkan kematian 20-
37,5o/o pada ikan lele (Sarjito et a\.,2013').
Hasil uji sensitivitas diperoleh bahwa ketiga agensia_penyebab pe_nyakit bakteri pada ikan lele
(D2, D7 dan D12) tidak sensitif terhadap obat A ", B'", c " dan D'"' . Hat ini dibuktikan dengan
tidak terbentuknya zona bening disekitar kertas cakram pada ketiga bakteri tersebut. Bakteri
dikatakan resisten, karena memiliki besaran zona hambat 0-10 m (NCCLS, 2OO1). Resistennya
bakteri Pleisomonas sp., A. caviae (Sreedharan et at.,2013) dan A. sobria (Mannin et at.,
2010), diduga berkaitan dengan pemakaian obat-obatan selama proses budidaya secara
meluas dan irrasional (Kemenkes Rl, 2011), serta kandungan bahan aktif/antibiotik pada obat
tersebut (White & Dermott, 2001). Resistensi terjadi ketika bakteri bermutasi dalam satu atau
lain hal, sehingga menyebabkan turun atau hilangnya efektivitas obat, senyawa kimia atau
bahan lainnya untuk mencegah atau mengobati infeksi (Sharma et at.,2OO9). Pemakaian obat
secara irrasionaljuga berdampak pada pencemaran lingkungan dan mengakibatkan munculnya
bakteri resisten (Sukenda et al., 2008). Oleh karena itu, ketiga agensia penyebab penyakit
bakteri pada lele tersebut resisten terhadap keempat obat tersebut, diduga pula berkaitan
dengan pemberian obat yang irrasional selama proses budidaya dalam rangka pencegahan
dan pengobatan penyakit. Resistensi bakteri juga dapat terjadi karena mutasi dan seleksi
muatan secara acak, dalam hal ini antibiotik berperan sebagai agen seleksi, sehingga
dimungkinkan terjadinya multiplikasi kelompok bakteri resisten dan menekan pertumbuhan
bakteri yang memiliki sifat sensitif terhadap antibiotik (Atlas, 1995). Selanjutnya, resistensi
terhadap antibiotik ini dapat ditularkan ke bakteri lainnya melalui kelompok gen resisten
antibiotik, diantara genes locus yang sama dengan agen seperti plasmid, fransposons dan
integrons (White & McDermott, 2001 ).
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